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1-INTRODUÇÃO
O conhecimento dos mecanismos de tolerância ao Al+3 apresentados pelas plantas é
fundamental para produção de cultivares tolerantes a este elemento. Contudo, as bases fisiológicas
destes mecanismos não estão totalmente compreendidas (Kochian et al., 2004). Não existe ainda
consenso sobre o sítio primário da ação tóxica do alumínio na célula, porém, sabe-se que o ápice
radicular é o ponto chave no processo da ação tóxica do metal. Acredita-se que o alumínio provoque
danos celulares, por sua influência negativa na parede celular, na membrana plasmática, no transporte
de íons ou na tradução de sinais iniciados na membrana (Ma et al., 2001). Ácidos orgânicos exercem
um importante papel na detoxificação interna e externa do Al+3, pois possuem grupos carboxílicos que
se ligam ao Al+3, no simplasto ou no apoplasto (quando exsudados), reduzindo sua toxidez (Ryan et
al., 2001). A exsudação de ácidos orgânicos por células de ápice de raiz, provocada pelo contato
específico do Al+3 com estas células, diminui a atividade dos íons de Al+3 livres, pela formação de
quelatos, reduzindo o contato destes íons com a parede celular e com a membrana plasmática (Ryan et
al., 2001; Barceló et al., 1996). Em raízes de milho foi observada exsudação de ácidos orgânicos
ativada pelo Al+3, sendo o citrato o principal ânion orgânico exsudado (Pellet et al., 1995).
Experimentos realizados até o momento tem detectado a presença destes ácidos em solução nutritiva,
impossibilitando a localização da exsudação na raiz. O objetivo deste trabalho foi quantificar a
exsudação de ácido cítrico em regiões da raiz, de três linhagens de milho com tolerância diferencial ao
Al;  verificar a contribuição de outras partes radiculares na exsudação de ácido cítrico, a relação entre
a tolerância apresentada pelas plantas e sua exsudação, e a correlação entre a  quantidade de ácidos
exsudada  com o teor de alumínio detectado na raiz.
2-MATERIAL E MÉTODOS
Foram estudadas 3 linhagens de milho, desenvolvidas pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete
Lagoas (MG), com diferentes níveis de tolerâncias ao alumínio: Cateto - tolerante, L3 - tolerância
intermediária e L53 - sensível ao alumínio (Alves et al. 2000). Sementes selecionadas foram
esterilizadas e colocadas em papel de germinação umedecido com água deionizada. As sementes
permaneceram em câmara de crescimento por quatro dias em condições de fotoperíodo de 12 horas
(24/18 °C dia/noite) e umidade relativa de 70 %. Após a germinação, as plântulas foram transferidas
para recipientes contendo 8,5 L de solução nutritiva (Magnavaca, 1982) sem alumínio, pH 4,2 com
arejamento constante, permanecendo  nesta solução  por 24 horas. A concentração e atividade do
alumínio na solução, adicionado na forma de AlK(SO4)2, foi determinada a partir do programa
GEOCHEM. Foi quantificada a exsudação de ácido cítrico em diferentes zonas da raiz (0 a 4 mm, 10 a
14 mm e 45 a 49 mm do ápice), em plantas expostas ou não ao Al (40 M de atividade de Al+3) por 48
horas. A coleta e as condições analíticas foram adaptadas a partir de metodologias originais propostas
por Newmann (1999) e Dinkelaker et al. (1997) e de experimentos posteriores (Campos et al., 2002).
Após  exposição ao Al+3, as plantas foram transferidas para placas de acrílico forradas com papel filtro
umedecido. No ponto selecionado para a coleta de ácidos orgânicos, discos de papel de cromatografia
(Watmam) com 4 mm de diâmetro foram colocados abaixo e acima da raiz. Após duas horas, os discos
foram retirados e colocados em tubos ependorff, contendo 1 ml de água deionizada. Todo o processo
foi realizado a 4 ºC de temperatura. Uma alíquota foi retirada, filtrada, e transferida para outro
ependorff. Os ependorff foram armazenados a -20 ºC, para análise posterior em HPLC seguindo
metodologia de Campos et al. (2002). O limite de detecção para o ácido cítrico foi de 0,3253 M e a
recuperação em torno de 98%. Para verificação do teor de Al+3 nas raízes de milho, as diferentes
regiões das raízes (0 a 4 mm, 10 a 14 mm e 45 a 49 mm do ápice) foram coletadas em ependorff (24
segmentos por ependorff) e analisados conforme metodologia descrita por Silva (1999). O
experimento consistiu de quatro repetições por tratamento, onde cada repetição foi composta por 12
plantas. Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, sendo a análise estatística realizada
pelo programa Sisvar.
3-RESULTADOS  E DISCUSSÃO
As raízes de todas as linhagens apresentaram exsudação de ácido cítrico mesmo sem contato
com  Al. A presença de alumínio na solução gerou um incremento na exsudação de ácido cítrico no
ápice  de todas as linhagens (Figura 01).
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Figura 1. Ácido cítrico exsudado (pmol. duas horas-1), em três pontos da raiz (0-4 mm, 10-14 mm do ápice e
45-49 mm do ápice) de três linhagens de milho com tolerância diferencial ao Al (Cateto-tolerante, L3 -
tolerância mediana, L53-sensível) submetidas (+Al) ou não (-Al) a 40 µM de atividade de Al+3 por 48 horas.
Letras minúsculas comparam médias verticais e maiúsculas comparam médias horizontais (Tukey, p<0,05).
Considerando-se apenas a região do ápice ( 0-4mm), a maior taxa de exsudação ocorreu na
L3, seguida por Cateto e L53. A linhagem L3 apresentou aumento de 380% em sua exsudação, quando
submetidas ao  tratamento com alumínio, enquanto na Cateto a elevação foi de 140%. Na linhagem
L53 o incremento  na exsudação  proporcionado pela presença de alumínio foi de apenas 52% (Figura
01). Maiores taxas de exsudação de ácido cítrico na linhagem L3 também foram registradas por Alves
et al. (2000), cujos resultados foram baseados em quantificação de citrato em alíquotas de solução
nutritiva correspondente aos tratamentos com alumínio.
Examinando-se os resultados de exsudação de citrato  nas três regiões da raiz (Figura 01),
verifica-se que  outras partes da raiz, além do ápice,  podem exsudar quantidades significativas  deste
ácido.  A maior taxa de exsudação foi de 48,92 pmol.2 horas-1 no ápice (0 a 4 mm), em plantas da
linhagem L3 submetidas à concentração de 40 µM de alumínio. Quantificando-se citrato na solução
nutritiva na qual as raízes ficaram submersas, Pellet et al. (1995) observaram em plantas de milho
exsudação de 250 pmol.ápice-1.hora-1, em condições de tratamento corresponde a 40 µM de atividade
de Al+3. Piñeros et al. (2002)  detectaram 400 pmol.hora-1.raiz-1 em raízes de milho expostas a  80
µM de atividade de Al+3.  A técnica utilizada neste trabalho, em diferentes regiões da raiz,  permitiu a
coleta de ácido orgânico presente somente na camada de células superficiais da raiz.
Na  região da raiz situada ente 10 e 14 mm a partir do ápice, a presença de Al elevou a
exsudação de ácido cítrico nas linhagens L3 e Cateto (124% e 53% respectivamente). Ainda nesta
região, quando comparada ao ápice,  registrou-se uma diminuição no ácido cítrico exsudado pelas
linhagens L3 e Cateto (68 % e 40 % respectivamente) no tratamento com Al. Entre 45-49 mm do
ápice, houve acréscimo de 73 % na exsudação na linhagem L53  induzido pelo Al (Figura 04),
enquanto que em Cateto e L53, observou-se redução na exsudação de ácido cítrico nos tratamentos
com Al, quando comparado com seus respectivos ápices.
Nas plantas da linhagem  Cateto o teor de Al encontra-se distribuído uniformemente em
todos as regiões analisadas. A linhagem L3 apresentou a menor concentração de Al localizada entre 0
a 4 mm do ápice radicular, enquanto a L53 revelou , nesta zona da raiz, o maior teor de Al (Figura 2) .
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Figura 02. Teor de Al (mg. g massa seca-1) encontrado em três zonas da raiz (0-4 mm, 10-14 mm e 45-49
mm do ápice) das linhagens submetidas a 40µM de atividade de Al+3 por 48 horas. Letras minúsculas
comparam médias verticais e maiúsculas comparam médias horizontais (Tukey, p<0,05).
Nas linhagens Cateto e L3, o teor de Al presente nas regiões entre 10 e 15 mm e entre 45 e 49 mm do
ápice das raízes foi semelhante. Na linhagem L53 o teor de Al presente na região da raiz entre 45 a  49
mm diminuiu em 48,5% em comparação com a região entre 10 e 15 mm do ápice, que manteve teor
igual ao do ápice.
Comparando-se a exsudação de ácido cítrico com o teor de alumínio na região compreendida
entre 0-4 mm da raiz (Figura 3) em todas as linhagens, observa-se que a linhagem Cateto, embora seja
considerada de maior tolerância a alumínio, exsuda menor quantidade de citrato que a linhagem L3,
considerada de tolerância intermediária.
Esses resultados sugerem em Cateto a presença de outro mecanismo de tolerância
complementar ou mais eficiente, que a exsudação de ácido cítrico. Por outro lado, a sensibilidade ao
alumínio, representada pela linhagem L53, correspondeu a menor taxa de exsudação de ácido cítrico e
ao maior teor de Al interno. Esses dados caracterizam a eficiência  da exsudação de ácidos orgânicos
nas linhagens tolerantes como um fator de proteção do ápice da raiz contra a toxidez de alumínio.
Wenz et al. (2001) comparando duas espécies de braquiária com tolerância diferencial ao Al,
observaram que Brachiaria ruziziensis, espécie menos tolerante, exsudou maiores quantidades de
ácido cítrico e oxálico que  Brachiaria decumbens, caracterizada  como mais tolerante e esses  autores
identificam a exsudação de ácidos orgânicos como um mecanismo secundário de tolerância ao Al.
Ryan et al. (2001) também argumentam ser pouco  provável a existência de um único mecanismo que
explicaria a tolerância ao Al em diversas culturas. A existência de outros mecanismos, tais como:
composição e espessura da parede celular, exsudação de compostos fenólicos ou mecanismos de
tolerância interna atuando em conjunto com a exsudação de citrato, poderiam justificar os resultados
encontrados neste estudo.
4-CONCLUSÕES
 A utilização de discos de papel de cromatografia, colocados diretamente na superfície da raiz,
constitui-se numa ferramenta adequada para coleta de ácidos orgânicos exsudados
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Figura 03. Correlação entre teor de ácido
cítrico exsudado e teor de Al detectado no
ápice da raiz (0-4 mm) das linhagens de
milho submetidas a 40 M de atividade de
Al+3 por 48 horas.
 A exsudação de ácido cítrico por raízes de milho ocorre tanto na presença como na ausência de
alumínio, sendo estimulada por este íon
 A exsudação de citrato foi detectada em diferentes regiões da raiz, sendo maior no ápice
 Observou-se uma correlação negativa entre teor de ácido cítrico exsudado e teor de alumínio no
ápice radicular. A sensibilidade ao alumínio, representada pela linhagem L53, correspondeu à
menor taxa de exsudação de ácido cítrico e ao maior teor de Al interno.
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